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ll}び細胞質へ}II} イI~ を変化させる。これに刈しMAPKの i1I-YI:化凶子であるMAPキナーゼキ
ナーゼ(MAPKK)は、核外移行シグナル(nuclcarcxport signal; NES)をJ41つために見かけ L






















MAPキナーゼ(mitogen-activatedprotein kinasc; MAPK)は、 1980年代後、1'--に様々 な細胞IMlfi
凶子によって共通にi!J-'It化されるセリン/スレオニンキナーゼとして 1，iJ iとされた(Ray




によつて引き起こされることが|ゆ明1珂JらカかEになり(Ah川net a札l.， 1991; Gomez and Cohen， 1991; 
Payne et al.， 1991; Posada and Cooper， 1992)、これがMAPキナーゼキナーゼ(MAPKkinase; 
MAPKK)とよばれるセリン/スレオニン/チロシンキナーゼによって行われていること
が見い出された(Kosakoet al.， 1992; N akielny et al.， 1992; Seger et al.， 1992)。さらにこの
MAPKKの活性化もまたリン酸化に依存することが示され(二つのセリン残基のリン酸
化)、 MAPキナーゼキナーゼキナーゼ(MAPKKkina~e; MAPKKK)の存夜カil:ifJらかになっ
た(Kosakoet al.， 1992; Matsuda et al.， 1992)。すなわちここにおいてMAPKの活性化に至る
MAPKKK-MAPKK-MAPKというキナーゼカスケード(MAPKカスケード)の存在が明らか
になったのである。そして癌遺伝子産物であるRaf-lがMAPKKKとして機能することが
見い出され(Dentet al.， 1992; Howe et al.， 1992; Kyriakis et al.， 1992; Alessi et al.， 1994)、また
さらに癌遺伝子産物の低分子量GTP結合蛋白質RasがMAPKの活性化を引き起こすことが
明らかになった(Hattoriet al.， 1992; Leevers and Marshall， 1992) 0 Raf-1 はRasのー ド流に{立置
して機能することも見いtBされ(Kolchet al.， 1991)、事実その後Ra部Sカがf浪Rafι刊'-1のj活百斤削，竹|
J接妥寄与与.していることが示さオれした(しカかEしその機情についてはオ木えだ議論が料絞t凸し、ている)
(Koωid仇eet al.， 1993; Zhang et al.， 1993め)0Raωsf自j身のj活舌丹削d性|



















(Sturgill and Wu， 1991; 1l1omas， 1992; Blenis， 1993; Nishida and Gotoh， 1993; Marshall， 1994; 
Robinson and Cobb， 1997; Lewis et al.， 1998)。ここに現在までに明らかになっている
MAPKの機能をいくつか挙げてみると、細胞周期で、のGl/S期の進行の制御といった細胞
増殖(Pageset al.， 1993; Cowley et al.， 1994; Lavoie et al.， 1996)、脊椎動物の減数分裂の制御
といった卵成熟(Kosakoet al.， 1994)、中佐葉誘導といった初期発生(Gotohet al.， 1995)、
線虫の陰門形成あるいはショウジョウパエの複眼形成といった器官形成(Lackneret al.， 
1994; Wu and Han， 1994; Biggs 3rd et al.， 1994)、PC12細胞のNGFによる神経様分化といっ
た細胞分化(Cowley et al.， 1994)、アポトーシスの抑制といった細胞生存(Xiaet al.， 1995) 
などのほか、最近ではシナプスの長期増強あるいは長期抑圧といった記憶ヤ学習




































SRF(serul1l response factor)-Elk-l ilil~/iメ凶 f絞介{本による'iiよツの ir~- 'I''j:_ fヒには、 MAPK による
Elk-lのリン円安化の他に低分子此GTP *;'i {t" 1lf 11 J 1~[の午ITi Rhoからのシグナルも必裂である



























存せずに) [f_(抜去JJ~æ! に繋がっている必要があることや、細胞へMAPKの j斤1・t 化|且子を































例えば 1-;主した MAPKの nlj 則における動以体やゴルジ体へのh~ 紅は、おそらくそこに
MAPKと相五イ'1:J-1I (結合)する分子(例えばMAPKのま質そのもの)が存在するからだ
として説明できるだろう。事実、 MAPKはその基質の多くと結合できることが失!Iられて
おり、それはリン酸化反応を効率良く行うためにも役立っている(Yanget aL， 1998; Gavin 



















ることカf失1られていたが(Lenormandet aL， 1993; Zheng and Guan， 1994; Moriguchi et al.， 
1995)、これはMAPKKがそのN末端にNESをJ5つためであることがIYJらかにされた




の核移行と相関してがi合の解離が観察された(Fukudaet al.， 1997a)。 一方、府養細胞への
変異型MAPKの過剰発現の実験から、 MAPKのリン円安化やMAPKのキナーゼ活性は




























MAPKKの細胞質)id在はそのNESによ って規定される (Fukudaet al.， 1996)。我々は以前
MAPKの静止則における細胞質局在は、 MAPKKのN末端にMAPKが結合することで実現
しているということを示唆する結果を得た(Bardwellet al.， 1996; Fukuda et al.， 1997a)。こ
のことをさらに検証するため、我々は静止期にあるA6細胞に、 NES依存的な核外移行の
阻害斉Ijであるレプトマイシン B(L恥a)(Fornerod et al.， 1997; Fukuda et al.， 1997b; 
Ossareh-Nazari et al.， 1997; Wolff et al.， 1997)を添加し、その効果を見た。その結果、 L恥fi













胞に刺激を加えないときは、 MAPKの野生~~!MAPKK との共沈が見 ら れた([GJ2A， lane 9)。
r-
-j方J恒常的j泊目百争↑f刊'{一'tJ



























MAPKの三椛について、野'I:_J~~! MAP K KおよびSDSEMAPKKとの結合を検討した。まず、
これら全ての変~N)~~!MAPKは ~f}/!:_W!MAPKと11'1ぷにWf''1:. J~~!MAPKK と tliifTすることが見い
IBされた([文12C，lane 14，17，20および 23)。しかしSDSEMAPKKを11'"たJ劫介、 Wf'I:_J~~! 
MAPK、TAMAPK、K57RMAPKでは!抑制fカリ占られたカヘ YFMAPKでは!昨 I~H~ カfはられな


















































ct al.， 1987; Yoncda et al.， 1987)0 Ra叩nQ69Lは能長到励)J(的|内q核移fわ行rおよび十絞夫外移行に必必、2嬰:Z;とされて
いる(低1民Eυう分〉子;泣td止~~GTP討結j合d蛍flじ山'11民質q-Ra叩nのGTPaωおC引叩{r可干引，竹|
al.， 1994生;Klebe e剖ta札1.， 1円995幻)、シグナル配ダIJに依存する令ての核移行および核外移行を川






























する(Lenormandet al.， 1993; Fukuda et al.， 1997a)。そして細胞を低jil卜にi*'tくかあるいは
ATPを除去した場合にはより強く MAPK の核日イf が見られた (1~15 ， Coldおよび ATP

















































付加したs-gal-H181 E LAA MAPKを作製し、 ~B-Raf:ER細胞においてその牧移行を検討し























次に、 NES1i'ê存的な核外移行の lal'~;~斉IJ で、ある LMBの効果を検討した。 3Yl細 11包において、
MAPKはTPA刺激後5分で核移行し、刺激後10分で細胞質へ校外移行する(1:X19，TPA)。そ
こでLMB を TPA刺 i故後 5分で {{~)JII したところ、 10分 11 における核外移行が強く líIl jιされ

























への}.ij{Eが 1 -分に観察されるようになるまでに比II!Q !'I0 長い II.~:1¥1が掛かっているが、これ
はおそらく 1~授は注入した発現ベクターから HA-MAPKKが先刻するのに比'1史的長 11.): lI¥jを
要するこ と(約411.)=1¥1以上)と、微:liji入したわL休のid:が多いためであると忠われるO 尖|際、
細胞をLMB処JIHしたときには約10分でMAPKKの校への)ldイピが見え始めることから






















































Time (min) MAPKK DAPI 
。
120 
[;g] 1 LMBはMAPKの核移行を誘導するご (A)A6紺lf包を36UキfHJ1血j青|徐去し、 LMB(8ng/ml)を力1えた。細胞を
図に示した各時間後凶定し、 l件内人勺]昨昨刷f紅布削1主?引:デ引d性|
色で検出した O 実験は31支行い、いずれでも同様の結果を得た。 (B)A6細胞にHA-MAPKKをトランスフェ
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図4内在性MAPKの核移行へのWGAおよび‘RanQ69Lの効果。 (A)A6~HlJj包を 36時間血 J削除去し、細胞質にコ
ントロールの緩衝j夜(Control)またはWGA(2mg/ml)をマーカー(TRITC-BSA)と共に{数量i1:入した l(YC/ FCS 
で4時間刺激した後、細胞を固定して抗MAPK抗体で、染色した円同様の条件卜で、 NLSを結合させた




得た。 (C)A6細胞を36時間血清除去し、細胞質にコントロールの緩衝液(e，o)，WGA(2 mg/ml; .A.，ム)また
はRanQ69L(9.3mg/ml; .)をTRITC-BSAと共に微量注入したσ 細胞を無処理のまま(1'1抜き記号)、あるいは
109も FCSで刺激(黒い記号)して、 0， 1 ， 2 ， 4ß寺閥静置し、抗MAPK抗体で細胞染色した，~ MAPKの絞の染色が
細胞質での染色よりも強いか同じである細胞の割合を各時間において三!-iJlJし、グラフ化したコ 2同行った
実験の平均値を示す口各点において16-269の細胞を計測したロ (D)3Y I細胞を36時間血清除去し、細胞質に
























































































































































もの O 抗HA抗体の染色像の細胞内局在の違いを4段階に分類したぺ N>>C、染色像は核のみ、 N>C，校の染
まりが細胞質のそれより強い、 N三C 細胞質の染まりが核の染まりと rlJじかそれより強い、 N<<C，染色像
は細胞質のみ。 1回の実験で各条件において56-295の細胞を fd'il¥Jした 灰色のグラブ，微量注入後仰をtlIl、
黒色のグラフ，微量注入後16時間。 (C)oB-Raf:ER細胞にHA-MAPKKまたはHA-s-gal-MAPKKをMAPKと共
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にMAPKJくから解離するので(1~120) 、 MAPKKからの解lilt の段階は作述ではなし凡 -)J 1-
で述べたように、 MAPKの{安アンカ一がMAPKカスケ一ド.のj泊F市川iパd↑れ1-，‘
ことカがfサ札示:江l峻唆されている O したがって、 MAPKはリン般化を叉-けるとすぐにMAPKKから



























ところで、閃68および[~16C において、 ß-gal-MAPKの核移行が~!f'j:_ }~~MAPKの核移行よ
りも速度が速く、またその核への濃紺iの紅皮も大きかったりこのことは、 βガラクトシ
ダーゼがそれ 13身で凹ifイ本を形!ぷできるという宇liftカまあることを考えると、 s-ガラクト























































の細胞質一核lI¥j移行のil陥IJ機慌のモデルを揃くと|立lにjJ~したようになる( 1文113 および I~I
14)。興味深いことに、このモデルは分裂酵母のMAPKの 一種であるSpcl、および{H非酵






が明らかにされている(Gaitset al.， 1998)0 またHoglは高浸透圧刺激によって活性化し核
移行するが、その過程に NLS受容体のホモログのN恥ID5、およびRanのホモログ
Ran-GSPlを必要とすること、そしてその後の核外移行にはNES受容体のXP01/CRMlが














活性化および核への c-)品 (10 な)移行は-f1~ 'r;E'に行えるが、核アンカ ーの合成がiFしくれ:
われてお ら ず、そのために核へ日夜で、 きないと ifí~iJ!lJできる。そしてSV40large T antigen 









川Ifl消(FCS)、むV1J免1'{(1 00 U/mlペニシリン、 0.2mg/mlカナマイシン)を加えた桁地rjlで
5% C02 インキュベーターにて37 0C で、 t{í:益 した 。 ~B-Raf:ER細胞はフェノ ー ルレ ッ ドを 合
まないDMEM.tg地に10%FCS、}Jt生物質をJIJえた培地I11で5%C02インキュベーターにて
370Cで培養し t:.o A6細胞はいibovitz's L-15培-地に10%FCS、抗生物質を力I1えた府地qJで
220Cで培養した。微量注入はIM-188微量注入装置(Narishige)を月い、て行い、試料は





















た点がある 。 COS7ネlll l1包またはßB-Raf:ER細 11包をトランスフェクションの 1611.~:I¥J rijにそれ
ぞれ60111のJi'l{長11l~こ 6x1があるいは3.6x105tをいた。)lJし3たDNA誌はl枚あたりそれぞれ6
μgおよび3.6ドgで、それらをCOS7細 J包1IJにはLipofectAMINE(LifeTechnologies， Inc)、
~B-Raf:ER，tilJ )J包Jl J にはLipofectAMINEおよび:LipofectAMINEPLUS (LifeTechnologies， Inc)と、
それぞれ無i血清桁.illiOpti-MEM(LifeTechnologies， Inc) Ij Jで混合し、それらをあらかじめ
Opti-MEMに置換しておいた各細胞倍地中に添加して、 トランスフェクションした。5時
間(COS7細胞)あるし汁ま2時間 (~-Raf:ER細胞)後、培地を元の 10% FCS入りのD恥1EMに置
換し、そのまま24時間培養した後さらに12時間血清を除いたDMEM培地で培養(COS7細
胞)、あるいはそのまま36時間培養(企B-Raf:ER細胞)した。細胞を氷冷した抽出用緩衝液
(E液;20 mM Hepes-NaOH， pH7.4， 2 mM MgCI2， 2 mM EGTA)で2回洗浄したのち、 1%
Aprotinin， 1 mM PhCH2SαF， 2 mM dithiothreitol (DTI)， 1 mM Na3V04， 1 mM NaFを含んだE
液(E*液)の300ドlで、細胞を掻き採った。細胞を懸濁機で破砕したのち、 15000rpmで'30分
遠心して上i登み液を同収した。そのうち240μlを7.5μlの抗HA抗体(12CA5，5 mg/ml)およ
び50ドlの平衡化したproteinA sepharose (Pharmacia， Uppsala， Sweden)ビーズと混合し、 40C
で1.5時間混ぜ続けた。ビーズを300ドlのE*液で3回洗浄し、次いで300μlの溶出液(100











り，r H して日 IJ のベクターに組み換えたもの、既存のcDNAを鋭 J~~! として新たに PCRi.tで作
製したもの、および:Wf' 'L 7~~! のcDNAにQuickchange site-directed mutagenesis kit (Stratagene)を
川いて変異を導入し、全く新たに作製したものがある。後者;つについてはDNA配列を
読むことにより、!としく変Y4が導入されているか、あるいは余計な変Y4が'1:.じていない
かを確認しである。なお、 MKP-3の各コンストラクト (pMT-SM，pMT-SM MKP-3， 






の方法に準じて作製した(Gotohet al.， 1994; Fukuda et al.， 1997a)o NES部位を変異させた
アフリカツメガエルMAPKKのト60番目までのアミノ酸残基のGST融合タンパク質
(GST-KKト60LA)もFukudaらの方法に準じて作製した(Fukudaet al.， ] 997a) 0 RanCめ9Lは
GST融合タンパク質として大腸菌 E.coli BL21株に、大腸菌発現ベクタ-
pG EX -6P l-RanQ69Lより発現させた。大腸菌を370Cで、00600=0.6までよ青養し、次いで0.5
mM IPTGを加え 250Cで 6時間培養した。菌体の阿収後、懸濁液 (200 mM 
K2HP04/KH2PO←KOH， pH7.0， 50 mM NaCI， 1 mM EGTA， 1 mM DTI， 0.] % Aprotinin， 1 






氷上で2時間静置し、その後Ran微量注入JIl緩衝液(20mM Hepes-KOH， pH7.4， 120 mM 
46 












久 hi -j:、三 II(Cj将紀i専 J: には特に J~付~nりな尖 .~~9~.1 ~の疑 j/]1 に {I1JJit となく符えていただきまし
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